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UTILISATION DE LA L-IS O ASP ART YL METHYLTRANSFERASE COMME 
MARQUEUR DE LONGEVTTE DES SEMENCES 

La presente invention est relative a Putilisation de la prot6ine L- 
isoaspartyl m&hyltransferase comme marqueur du vieillissement de lots de semences. 

Le vieillissement des semences, qui intervient au cours de leur 
stockage, s'accompagne de la deterioration des membranes cellulaires, de la 
modification de Pactivite catalytique de nombreuses enzymes (pour revue cf. 
WALTERS C, 1998; Seed Sci. Res., 8: 223-244), et de Taccumulation de mutations 
de TADN. L' ensemble de ces phenomenes entraine une diminution de la vigueur 
gernxinative et de la viabilite des semences. 

La rapidity du vieillissement depend d'un ensemble complexe de 
facteurs intrinseques (notamment facteurs genetiques) et extrinseques (conditions de 
conservation). Comme le degre de vieillissement conditionne la qualite germinative 
des semences, ainsi que leur aptitude a une conservation ultSrieure, il est souhaitable 
de pouvoir le determiner le plus rapidement et le plus pr6cis6ment possible. 

Les tests actuellement disponibles pour ^valuer la qualite 
germinative dhin lot de semences sont principalement des tests bas6s sur des essais de 
germination prenant en compte differents paramdtres, tels que le d61ai moyen de 
germination du lot, Tetalement de la germination dans le temps, la capacity 
germinative, et la frequence de plantules normales. La facult6 germinative est par 
exemple d^finie par le pourcentage de plantules normales ayant germees, au bout d'un 
nombre de jours donne apr6s le semis, pond£r6 par le pourcentage de tres jeunes 
pousses. Ces tests sont definis et calibres pour chaque espece ou variete par un 
organisme de certification des semences selon les normes ISTA (International Seed 
Testing Association). Cependant, ces essais sont lourds a mettre en oeuvre. D'autre 
part ils permettent d*evaluer la qualit6 germinative actuelle d'xm lot de semences, mais 
pas de pr6dire son evolution future, et notamment ne permettent en aucun cas 
d'anticiper une chute de vigueur germinative. 

On ne dispose pas a l'heure actuelle, de marqueurs specifiques 
permettant de predire simplement et avec precision la viabilite d'un lot de semences, 
et a fortiori sa capacite de conservation. 

Panni les multiples enzymes dont Tactivite apparait modifiee au 
cours du vieillissement (cf. WALTERS C, 1998, Seed Sci. Res. 9 8: 223-24 4 precite), 
les Inventeurs se sont plus particulierement int^resses a la L-isoaspartyl 
methyltransferase (IAMT). 

La L-isoaspartyl methyltransferase (EC 2.1.1.77) est une enzyme de 
reparation proteique qui intervient dans la conversion de residus anormaux L- 
isoaspartate et D-aspartate presents dans les proteines, en residus L- aspartate. 
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Les residus L-isoaspartate et D-aspartate qui constituent le substrat 
de la L-isoaspartyl m6thyltransferase resultent de la d6amidation, de 1'isomerisation et 
de la racemisation spontan^es de residus aspartate et asparagine, qui interviennent au 
cours du vieillissement des graines, et qui font partie des modifications pouvant 
5 afFecter la fonctionnalite des prot&nes dans lesquelles ces residus sont int6gres. 

La L-isoaspartyl methyltransferase (IAMT ou PIMT) permet de 
convertir au moins une partie de ces residus en residus L-aspartate, permettant aux 
proteines ainsi r6parees de retrouver leur activite. 

La L-isoaspartyl methyltransferase est une enzyme quasi universelle, 
10 que Ton retrouve dans de tres nombreux organismes, depuis les bacteries (a gram 
n£gatif), jusqu'aux plantes et animaux (O'CONNER CM et al, 1985; Biochem. 
Biophys. Res., 132: 1144-1150). 

Chez les plantes, 1' activite L-isoaspartyl methyltransferase apparait 
presente dans la quasi-totalit6 des especes vegetales ; Tactivite L-isoaspartyl 
15 methyltransferase a notamment ete mise en evidence dans le germe de ble (TRIVEDI 
L. et al, Eur. J. Biochem., 1982, 128: 349-354, MUDGETT M.B. et al, Biochemistry, 
1993, 32: 11100-11111, J. Biol. Chem., 1994, 269(41): 25605-25612) puis chez le 
lotus (SHEN-MILLER et al, Am. J. Bot, 1995, 82(11): 1367-1380), Arabidopsis 
thaliana (MUDGETT M.B. et al, Plant Mol Biol, 1996, 30: 723-737 ; THAPAR N. 
20 et al, Protein Expr. Purif, 2000, 20: 237-251), l'orge (MUDGETT M.B. et al, Plant 
Physiol, 1997, 115: 1481-1489), la tomate (KESTER et al, J. Exp. Bot, 1997, 309: 
943-949), le mais, la carotte et le riz (THAPAR N. et al, Plant Physiol, 2001, 125(2): 
1023-1035). 

Cette activite est detectable dans de nombreux organes chez les 
25 plantes, mais elle apparait maximale dans les graines seches (MUDGETT M.B. et al, 
Plant Mol Biol, 1996, 30: 723-737). CLARKE S. {Int J. Pept Protein Res., 1987, 
30: 808-821) a montre in vitro que la IAMT a une activite de reparation d'environ 
30% des residus anormaux ; son bon fonctionnement permettrait done a la graine ou a 
la plante de ralentir la perte d'integrite des proteines accumulant des acides amines L- 
30 isoaspartate, mais pas de compenser en totality les phenomenes de racemisation et 
d'isomerisation. SHEN-MILLER et al {Am. J. Bot, 1995, 82(11): 1367-1380) ont 
dose T activite IAMT dans des graines de Lotus Sacre (Nelumbo nucifera) agees 
d'environ 90 ans. Les graines qui se sont revelees capables de germer possedaient une 
activite IAMT elevee et le taux de residus rac6mises etait equivalent a celui de graines 
35 fraiches, soit 2%. KESTER et al, {J. Exp. Bot, 1997, 309: 943-949) ont rapporte, 
chez des graines de tomates vieillies artificiellement, une diminution de Tactivite 
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IAMT correlee a une baisse de la capacite germinative. MUDGETT M.B. et al, 
{Plant Physiol. , 1997, 115: 1481-1489), ont egalement observe, sur des graines d'orge 
vieillies naturellement, que l'activite L-isoaspartyl methyltransferase diminuait en 
fonction de Page des semences et que cette diminution s'accompagnait de 
5 Taccumulation de residus L-isoaspartyl racemises ainsi que d'une perte de viabilite 
des semences ; en revanche, dans le cas des graines d'orge vieillies artificiellement, ils 
ont aussi observe une accumulation de residus racemises et une diminution de la 
capacite germinative, mais pas de baisse de l'activite IAMT. 

Ces travaux ne permettent toutefois pas de conclure a Pexistence 

10 d'une correlation directe entre la quantite de L-isoaspartyl methyltransferase et la 
capacity germinative des graines, qui permettrait d'utiliser cette proteine comme 
marqueur de la capacite germinative. 

En outre, les resultats decrits dans les travaux mentionnes ci-dessus 
s'appuient soit sur des tests d'activite IAMT, soit sur la detection de PARNm de la L- 

1 5 isoaspartyl methyltransferase. 

Or, le dosage de l'activite enzymatique fait appel a des methodes 
lourdes et necessitant 1 'utilisation de methanol radioactif, qui sont difficiles a mettre 
en oeuvre dans le cadre de controle de routine. D' autre part, en ce qui concerne 
l'ARNm, il a ete observe qu'il n'y avait pas toujours de correlation entre la detection 

20 de transcrits de 1TAMT et l'activite enzymatique IAMT. Ainsi, MUDGETT M.B. et 
al {Plant. Mol Biol., 1996, 30: 723-737) ont rapporte que chez Arabidopsis thaliana, 
l'ARNm de 1'IAMT etait detectable dans les plantules (ou Factivite enzymatique n'est 
pas detectable) mais pas dans la graine seche (ou l'activite enzymatique est 
maximale). 

25 Chez Arabidopsis thaliana, deux genes codant pour des L- 

isoaspartyl methyltransferases dont l'activite a ete montree in vifro ont ete identifies a 
l'heure actuelle. Le premier d'entre eux a ete decrit par MUDGETT. et al (1996, 
precite) ; le second a ete decrit par XU Q. et al {Plant Physiol, 2004, 136 :1-13) ; ces 
deux genes ont ete denommes par cette derniere equipe PIMT-J et PIMT-2, et leurs 

30 produits de traduction ont ete respectivement denommes PIMT-1 et PIMT-2. 

Ces deux genes PIMT-1 et PIMT-2 sont respectivement situes sur les 
chromosomes 3 et 5 du genome Arabidopsis. Mais il n'a pas ete d6crit a l'heure 
actuelle quelle est la part de ces deux genes dans les activites enzymatiques mesurees 
in vivo. 

35 Les Inventeurs sont parvenus a identifier un mutant de regulation du 

gene PIMT-1 chez Arabidopsis thaliana et ont ainsi pu constater que 1' expression de 
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ce gene joue un role essentiel dans la capacite de conservation de la graine seche au 
cours du stockage. lis ont en outre identifie, a partir de la proteine PIMT-1, un peptide 
permettant d'obtenir des anticorps capables de differencier PIMT-1 de PIMT-2 chez 
Arabidopsis thaliana, et de reconnaitre des orthologues de PIMT-1 chez d'autres 
5 dicotyledones, et un peptide permettant d'obtenir des anticorps reconnaissant des 
orthologues de PIMT-1 chez d'autres especes vegetales, dicotyledones ou 
monocotyledones. 

La quantification de L-isoaspartyl methyltransferase a Faide 
d'anticorps obtenus contre Tun ou l'autre de ces peptides a permis d'etablir une 

10 correlation entre la disparition de la proteine dans la graine seche et la perte de 
vigueur genninative. En outre, les Inventeurs ont observe que la diminution de la 
quantite de L-isoaspartyl methyltransferase precede la baisse de vigueur germinative. 
II apparait done que cette enzyme constitue un marqueur pr6dictif, qui permet non 
seulement d'evaluer la capacite germinative des semences, mais egalement de pr6dire 

15 une baisse de cette capacite au cours de la conservation. 

La presente invention a pour objet un precede de determination de la 
vigueur genninative et/ou de l'aptitude d'un lot de semences a la conservation, 
caracterise en ce qu'il comprend la quantification, sur un echantillon de semences 
preleve sur ledit lot, des proteines reconnues par des anticorps anti-L-isoaspartyl 

20 m6thyltransferase diriges contre une region de ladite prot6ine definie par la sequence 

(I) : RYVPLTSRXiX 2 QLX 3 (SEQ ID NO : 1), dans laquelle Xj represente E, V ou S, 
X 2 represente A ou E, X 3 represente R, G ou Q. 

Les anticorps diriges contre un peptide de sequence (I) reconnaissent 
les L-isoaspartyl methyltransferases PIMT-1 et PIMT-2 chez Arabidopsis thaliana, 
25 ainsi que des orthologues de ces proteines chez d'autres especes vegetales, 
dicotyledones ou monocotyledones. 

Le precede conforme a Tinvention peut avantageusement etre mis en 
oeuvre par dosage inununologique. Dans ce cadre, on peut utiliser des anticorps anti- 
L-isoaspartyl methyltransferase diriges contre un peptide de sequence (I) ; on peut 
30 egalement utiliser, des anticorps anti-L-isoaspartyl methyltransferase dirig£s contre 
une autre region de la proteine, notamment contre la region definie par la sequence 

(II) : QX4LX5VX6DKX7X8DGSX9X10X1 1 (SEQ ID NO: 2), dans laquelle X4 
represente D ou E, X 5 represente Q ou K, X& represente V ou I, X 7 represente N ou S, 
X 8 represente S, E, ou A, X 9 represente soit un dipeptide choisi parmi IS, VS, VT, et 

35 TS, soit une liaison peptidique, X10 represente I ou V, Xi 1 represente K, Q ou R. 
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Q, D, G, S, V, R, Y, V, P, L, T, S, R, K, I, E, A, N, H, F ont ici leur signification 
usuelle en code 1 lettre. 

Par exemple, pour differencier PIMT-1 et PIMT-2 chez Arabidopsis 
thaliana on peut utiliser des anticorps diriges contre la region definie, dans la proteine 
5 PIMT-1 V Arabidopsis thaliana par la sequence QDLQWDKNSDGSVSIK (SEQ ID 
NO : 3), ou des anticorps diriges contre la region correspondante de la proteine PIMT- 
2 & Arabidopsis thaliana, qui est d&Bnie par la sequence QELKVIDKNEDGSIK 
(SEQ ID NO : 4). 

Des anticorps diriges contre la region, definie par la sequence (II), 

10 d'une L-isoaspartyl methyltransferase de dicotyledone peuvent egalement etre 
avantageusement utilises pour la mise en oeuvre d'un procede conforme a Tinvention 
sur des semences de dicotyledones. Par exemple, des anticorps diriges contre la region 
de la proteine PIMT-1 & Arabidopsis thaliana definie par la sequence 
QDLQWDKNSDGSVSIK (SEQ ID NO: 3), ou contre la region homologue 

15 d'orthologues de PIMT-1 chez d'autres dicotyledones, peuvent egalement §tre 
avantageusement utilises pour la mise en oeuvre d'un proc6de conforme a ^invention 
sur des semences de dicotyledones. 

De meme, des anticorps diriges contre la region, definie par la 
sequence (II), d'une L-isoaspartyl methyltransferase de monocotyledone peuvent etre 

20 utilises pour la mise en oeuvre d'un procede conforme a Tinvention sur des semences 
de monocotyledones. 

La presente invention a egalement pour objet tout anticorps anti- 
isoaspartyl methyltransferase dirig6 contre une region de ladite prot6ine choisie parmi 
la region definie par la s6quence (I) et la region definie par la sequence (II) ci-dessus. 

25 A titre d'exemples non-limitatifs d'anticorps anti-isoaspartyl 

methyltransferase diriges contre une region definie par la sequence (I), on peut citer : 
des anticorps diriges contre la region de sequence RYVPLTSREAQLR (SEQ ID NO : 
5) de la PIMT-1 Arabidopsis thaliana ; des anticorps diriges contre la region de 
sequence RYVPLTSRVEQLG (SEQ ID NO : 6) de la PIMT-2 V Arabidopsis 

30 thaliana ; des anticorps diriges contre la region de sequence RYVPLTSRSAQLQ 
(SEQ ED NO : 7) d'une PIMT de ble ; des anticorps diriges contre la region de 
sequence RYVPLTSRSAQLQ (SEQ ED NO : 7) d'une PIMT de riz. 

A titre d'exemples non-limitatifs d'anticorps anti-isoaspartyl 
methyltransferase diriges contre une region definie par la sequence (II), on peut citer : 

35 des anticorps diriges contre la region de sequence QDLQWDKNSDGSVSIK (SEQ 
ID NO : 3) de la PIMT-1 & Arabidopsis thaliana ; des anticorps diriges contre la 
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region de sequence QELKVTOKNEDGSIK (SEQ ID NO : 4) de la PIMT-2 
frArabidopsis thaliana ; des anticorps diriges contre la region de sequence 
QDLQVIDKSADGSTSVR (SEQ ID NO : 8) d'une PIMT de b!6 ; des anticorps 
diriges contre la region de sequence QELQVVDKNADGSVTVQ (SEQ ID NO : 9) 
5 d'une PIMT de riz. 

On definit ici comme anticorps dirige contre une region d'une L- 
isoaspartyl methyltransferase tout anticorps capable de se lier de maniere detectable 
avec la region concernee, sur la proteine entiere ou sur un fragment de celle-ci, mais 
ne se liant pas de maniere detectable avec une autre region de la meme proteine. Dans 

10 le cas d'anticorps monoclonaux, ceci inclut tout anticorps reconnaissant un epitope 
situe dans ladite region ; dans le cas d 5 anticorps polyclonaux, ceci inclut toute 
preparation d' anticorps ne presentant pas de reactions croisees significatives avec 
d'autres regions de la L-isoaspartyl methyltransferase. 

En revanche, cet anticorps peut presenter un pourcentage plus ou 

15 moins important de reactions croisees avec la region homologue de L-isoaspartyl 
methyltransf&rases d'autres especes vegetales. Notamment, comme indique ci-dessus, 
des anticorps diriges contre la region definie par la sequence (I) presentent 
generalement une specificite tr6s large et peuvent reconnaitre une grande variete de L- 
isoaspartyl m^thyltransferases chez les monocotyledones ou les dicotyledones, alors 

20 que les anticorps diriges contre la region definie par la sequence (II) presentent 
generalement une specificite plus restreinte. 

Des anticorps conformes a Tinvention peuvent etre obtenus par des 
methodes bien connues en elles-memes. Classiquement, on utilise comme 
immunogene un fragment de L-isoaspartyl methyltransferase (sous forme d'un peptide 

25 naturel, recombinant, ou de synthese) comprenant la region contre laquelle on 
souhaite diriger Panticorps, ou au moins un fragment de celle-ci de taille suffisante 
pour constituer un epitope B (gen6ralement au moins 5 a 7 acides amines). Si 
necessaire, ledit peptide est m61ange a un adjuvant, ou couple a ime proline porteuse, 
afin d'augmenter son immunogenicite. Les anticorps obtenus peuvent ensuite etre 

30 purifies, de maniere egalement connue en elle-meme. Generalement, cette purification 
comprend au moins une etape de chromatographic d'affinite sur ime colonne sur 
laquelle est greffee le peptide contre lequel doit etre dirige Panticorps. 

A titre d'exemples non-limitatifs, des anticorps diriges contre la 
region d'une L-isoaspartyl methyltransferase definie par la sequence (I) peuvent etre 

35 obtenus en utilisant comme immunogene, et/ou pour la purification des Panticorps par 
chromatographic d'affinite, le peptide de sequence RYVPLTSREAQLR (SEQ ID 
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NO : 5), qui correspond a cette region dans la L-isoaspartyl methyltransferase PIMT-1 
d'Arabidopsis thaliana ; on peut egalement utiliser de la meme maniere des peptides 
comprenant un fragment de cette sequence, par exemple le fragment de sequence 
RYVPLTSR (SEQ ID NO : 10), ou le fragment de sequence RYVPLTSREAQL (SEQ 
5 ID NO : 1 1) ; on peut aussi utiliser des fragments plus long de PIMT-1, par exemple 
un peptide de sequence RYVPLTSREAQLRGD (SEQ ID NO : 12). 

La presente invention a egalement pour objet un procedS de 
quantification de la L-isoaspartyl methyltransferase dans du materiel vegetal, 
caracterise en ce qu'il comprend la mise en contact dudit materiel avec un anticorps 
1 0 anti-L-isoaspartyl methyltransferase conforme a 1'invention. 

La presente invention a egalement pour objet l'utilisation d'un 
anticorps anti-L-isoaspartyl methyltransferase conforme a 1'invention pour determiner 
la vigueur germinative et/ou l'aptitude a la conservation d'un lot de semences. 

La pr6sente invention sera mieux comprise a l'aide du complement 
15 de description qui va suivre, qui se refere a des exemples decrivant la mise en 
evidence de la correlation entre la quantite de L-isoaspartyl methyltransferase et 
Paptitude des graines a la conservation, ainsi que l'obtention d'un anticorps anti-L- 
isoaspartyl methyltransferase et son utilisation pour evaluer la qualite germinative de 
semences de differentes especes. 

20 EXEMPLE 1 : IDENTIFICATION ET CARACTERISATION D'UN MUTANT 
DE REGULATION DE LA L-ISOASPARTYL METHYLTRANSFERASE 
CHEZARABIDOPSIS THALIANA 

Le criblage de la collection de transformants ADN-T d'Arabidopsis 
thaliana de 1'INRA de Versailles, a permis d'isoler un mutant d'insertion au niveau du 

25 gene PIMT-1. Ce mutant a ete denomme atpcml.T. Les donnees de s6quen9age 
montrent que l'insertion ADN-T est localisee a 173 paires de bases en amont de 
1'ATG, dans la region promo trice du gene de la L-isoaspartyl methyltransferase, ou 
elle a cause une deletion de 13 paires de bases, faisant disparaltre une boite de r6ponse 
a 1'acide abscissique (boite ABRE pour Abscissic acid-Response Element). 

30 Des plantes mutantes homozygotes pour l'insertion de PADN-T ont 

ete seiectionnees pour 1' etude des proprietes du mutant. 

Expression du gene PIMT-1 chez le mutant atpcml.T 

L' expression du gene PIMT-1 dans les plantules et dans les graines 
seches chez le mutant atpcml.T et chez la plante sauvage a ete comparee par RT- 
35 PCR semi-quantitative. A titre de controle on utilise le gene du facteur de transcription 
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EF qui presente un profil d'expression constitutif an cours du d6veloppement chez la 
graine d'Arabidopsis thaliana. 

Les plantules sont obtenues par semis de graines sur un filtre de 
nylon (BUISINE, NYCOM, mailles de 5^im de diametre) reposant sur un milieu eau 
5 gelosee 0,5%. Apres stratification (4°C, 2 jours), les boites sont deposees en chambre 
de culture pendant 4 jours. Les filtres sur lesquels sont disposees les plantules, sont 
ensuite transfers sur un milieu eau gelosee pendant un jour, avant que les ARN soient 
extraits. 

Les ARN totaux sont extraits des plantules ou des graines seches 
10 selon la technique au ph&iol chaud de VERWOERD et al (Nucleic Acids Res., 1989, 
17(6): 2362), modifiee par Pajout d'une seconde precipitation au LiCl (2 M final) de 6 
heures. La purification des poly(A) + est r6alisee a partir des ARN totaux a l'aide 
d'oligo(dT)25 fixes a des billes magn&iques s Dynabeads® (DYNAL). 

Le premier brin d'ADNc est synthetise par retrotranscription (RT) 
15 desARNmpoly(A) + . 

L'amplification par PCR est realisee sur 10 ng du produit de RT. 

On utilise pour le gene de la L-isoaspartyl methyltransferase, Tun 
des couples d'amorces suivants (specifiques du gene PIMT-1) : 
AMEAs: 

20 GCT ATG GAG GCT GTG GAT AGA GG (SEQ ID NO: 13); 
AQLRa : 

TCA GTC CCC TCT CAG CTG CGC (SEQ ID NO: 14) ; 
ou 

GTGYs : 

25 GGA CCG GGT ACT TAA CTG CTT (SEQ ID NO: 15) ; 
et AQLRa 

et pour le gene du facteur d'elongation EFa, le couple d'amorces suivant : 
FlaA4-low : 

TTG GCG GCA CCC TTA GCT GGA TCA (SEQ ID NO : 16) ; 
30 FlaA4-up: 

ATG CCC CAG GAC ATC GTG ATT TCA T (SEQ ID NO: 1 7) ; 

La PCR est arretee a 15, 18 ou 21 cycles afin d'anticiper le moment 
ou Tamplification n'est plus lineaire, done plus inteq^retable en termes de quantites 
initiales. 

35 Les produits de PCR sont deposes sur un gel d'agarose (0,8%) puis 

transferes, en milieu alcalin (soude 0,4 N) sur membrane de nylon, et cette derniere est 
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hybridSe avec une sonde radiomarquee sp^cifique du gene PIMT (sonde IAMT) ou 
avec une sonde radiomarqu6e specifique du gene EF. 

La quantification du signal d'hybridation est effectuee avec le 
logiciel MacBas®. 
5 Resultats obtenus dans les plantules de 5 iours : 

Ces resultats sont illustres par la Figure 1 . 
Legende de la Figure 1 : 

(A) Gel d'electrophorese ; 

(B) Autoradiographic apres hybridation avec la sonde ; 
10 (C) Quantification des signaux ; 

WT : plantules sauvages ; Atpcm : plantules du mutant atpcmlJ' 
a: IScycles dePCR;b: 18 cycles de PGR ; c : 21 cycles dePCR 

Ces resultats montrent que le gene s'exprime 1,5 fois plus chez le 
sauvage que chez le mutant au stade plantule de 5 jours sur eau gelosee. 
15 Cette experimentation a egalement ete effectuSe a partir de plantules 

qui, apres un passage de 4 jours en chambre de culture ont ete transferees sur un 
milieu eau gelosee contenant 100 d'acide abscissique, un jour avant l'extraction 
des ARN. 

Les resultats sont illustres par la Figure 2 : 
20 Legende de la Figure 2 : 

(A) Autoradiographic apres hybridation avec la sonde ; 

(B) Quantification des signaux ; 

WT : plantules sauvages ; Atpcm : plantules du mutant atpcml.V 
a : 15 cycles de PCR ; b : 18 cycles de PCR ; c : 21 cycles de PCR 

25 Ces resultats montrent que les plantules sauvages surexpriment le 

gene IAMT en presence d'ABA, ce qui confirme les observations precedemment 
effectuees par MUDGETT M.B. et al {Plant Mol BioU 1996, 30: 723-737, prScite), 
et qu'elles accumulent 3 fois plus de transcrits IAMT que les plantules atpcm!.!'. Le 
mutant aipcmU'SL visiblement perdu sa capacite d ! induire Pexpression de TIAMT en 

30 presence d'ABA dans les plantules. Cette donnee permet de confirmer que la region 
delete par la mutation contient bien une sequence regulatrice (boite ABRE) 
impliquee dans la reponse a TABA 
Resultats obtenus dans les graines seches : 

Les resultats sont illustres par la Figure 3 : 

35 Legende de la Figure 3 : 

(A) Autoradiographic apres hybridation avec la sonde; 
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(B) Quantification des signaux ; 

WT : graines sauvages ; Atpcm : graines du mutant atpcml.V 

a : 15 cycles de PCR ; b : 18 cycles de PCR ; c : 21 cycles de PCR. 

On n'observe aucune accumulation des transcrits IAMT dans les 
5 graines seches de la plante sauvage, ce qui confirme les observations precedemment 
effectuees par MUDGETT M.B. et al {Plant Mol Biol, 1996, 30: 723-737, precite). 
En revanche, le mutant atpcml.V accumule le transcrit IAMT a un niveau non 
negligeable dans la graine seche. 

EXEMPLE 2 : INFLUENCE DU VIEILLISSEMENT ACCELERE SUR LA 

10 VIGUEUR GERMINATIVE DES GRAINES WARABIDOPSIS THALIANA DE 
TYPE SAUVAGE, OU DU MUTANT A TPCML1- 

Des experimentations de vieillissement accelere ont ete effectuees 
sur des graines fraichement r6colt6es afin de tester s'il existe une difference de 
viability entre le type sauvage et le mutant atpcmLT. Les conditions de vieillissement 

15 choisies affectent tres progressivement la vigueur germinative des semences pour 
ensuite conduire a une perte de viabilite. Le choix de conditions douces mime les 
conditions de vieillissement naturel et permet d'analyser finement Timpact de la 
IAMT dans revolution de la vigueur germinative au cours du vieillissement. 

La production des semences du mutant et du temoin sauvage est 

20 r6alisee en cultivant les plantes meres en raeme temps et dans la meme enceinte. Le 
vieillissement accelere est realise a 40°C (etuve Jouan) et 48% HR (obtenu avec le sel 
Mg(N03>2 sature) (bocal hermetique et graines dans sachets en papier filtre steriles). 
La temperature et l'humidite sont controlees avec Testostor 175 (Testo). 

Des 6chantillons sont prelev6s au bout de 2, 6 et 9 semaines de 

25 vieillissement et un test de germination est effectue sur 200 graines. 

La germination se fait en boite de Petri (diametre 55 mm) sur milieu ■ 
aqueux additionne de MES (acide 2-N-Morpholino Ethane Sulfonique) a 0,58 g/1, 
ajustS a pH 5,9, et solidifie par Tagar (7g/l). Le semis est effectue sous hotte a flux 
laminaire, a raison de 25 graines par boite, disposees regulierement sur le milieu pour 

30 mieux reperer le debut de la germination. Les graines semees sont observ6es 
quotidiennement a la loupe. Une graine est consideree comme germee lorsque la sortie 
de la radicule est visible a la loupe. 

Chaque essai comprend 8 rdpetitions de 25 graines et les moyennes 
des pourcentages de graines germees apres 3 jours d ! imbibition sont reportees sur le 

35 graphe. Une graine est dite germee lorsque la radicule est visible. 
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La germination se fait en boite de Petri (diametre 55mm), a raison de 
25 graines par boite, sur milieu aqueux solide (agar 7g/l) complete avec 0,58 g/1 de 
MES (acide 2-N-Morpholino Ethane Sulfonique) et ajustS a pH 5,9. 

Ce test est effectue dans diffSrentes conditions de temperature: (1) 
5 une alternance de temperatures 20-25°C, qui correspond aux conditions optimales 
pour la germination et permet de mesurer la viability des semences ; (2) une 
temperature de 15°C, qui est legerement penalisante pour la germination ; une baisse 
de la capacity germinative dans ces conditions reflete une baisse de vigueur 
germinative du lot de semences. Les resultats sont illustr6s par la Figure 4. 
10 Legende de la Figure 4 : Capacite germinative 3 jours apres semis, a 20-25°C (A), et 
15°C (B), en fonction de la dur6e de stockage. 

♦ : graines sauvages ; 
■: graines du mutant atpcmLV 
La cinetique de germination effectuee avec une alternance de 
15 temperature 20-25°C (Figure 4 A) ne montre pas de differences significatives dans la 
capacite de germination des graines du mutant et du type sauvage. En revanche, 
lorsque les graines sont imbibees a 15 °C (Figures 4 B), qui est une temperatures ou 
des differences de vigueur germinative peuvent etre mises en evidence, il apparait que 
la vigueur germinative des graines de type mutant, a partir de 6 semaines de 
20 vieillissement accelere, est superieure a celle des graines de type sauvage d'environ 
30%. Cette experience a et6 reproduite 3 fois avec des echantillons biologiques 
ind£pendants et a conduit au meme resultat. 

EXEMPLE 3 : PRODUCTION D'ANTICORPS ANTI -IAMT. 

2 peptides de la region C- terminate de Pisoaspartyl 
25 methyltransferase-1 d'Arabidopsis thaliana : QDLQWDKNSDGSVSIK (peptide 1, 
SEQ ID NO : 3), et : RYVPLTSREAQLR (peptide 2, SEQ ID NO : 5) ont ete choisis 
comme immunogenes. 

Les anticorps ont ete prepares chez le lapin selon le protocole 

suivant: 

30 Apres prelevement de 1,5 ml de serum «pre-immun», 

Pimmunisation des lapins est effectuee par une premiere injection du peptide choisi (4 
mg en solution dans 200 |ig de peptide dans 5 ml d'une solution contenant la proteine 
porteuse KLH melange a 5 ml de Tadjuvant de Freund's, suivie d'injections de rappel 
1, 2, 4, 8 et 15 semaines apres la l^ 6 injection. Le serum immun (50 ml) est preleve 20 

35 semaines apres la 1™* injection. 
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Les anticorps sont purifies par chromatographie d'affinit6 sur une 
colonne de SEPHAROSE 4F (PHARMACIA) active au bromure de cyanogene, 
greffee avec 20 mg par gramme de gel SEPHAROSE du peptide utilise comme 
immunogene. 

5 5 ml de s6rum prealablement dilue dans 5 ml de PBS Ix 

(NaC-140-mM ; KC1 2,5 mM ; Na 2 HP0 4 8,1 mM ; KH 2 P0 4 15 mM ; pH 7,2) sont 
appliques sur la colonne. 

Le gel est lave 3 fois par lO.ml de PBS lx. L'elution est effectuee 
par passage de 10 ml d'une solution 0,2 M glycine/0,15 M Nacl pH2. Les fractions 
10 eluees sont collectees dans des tubes contenant 0,1 ml de Tris pH 8,8 (1,5 M) 

Les fractions contenant Panticorps sont rassemblees, (dialysees 
contre une solution de PBS Ix froid), puis completees avec 0,02% d'azide de sodium. 
Les fractions sont conserves a 4°C. 

Pour verifier la specificite de Panticorps contre la prot6ine PIMT-1 
15 les ADNc des genes PIMT-1 et PIMT-2 ont et6 clones separement dans le vecteur 
d'expression pDEST17 (INVITROGEN) sous controle du promoteur bacterien T7 et 
en aval d'une etiquette (TAG) 6xHis, et exprimes dans la souche BL21 de E. coli. 

Les proteines PIMT-1 et PIMT-2 recombinantes exprimees par E. 
coli ont ete individuellement purifiees par chromatographie d'affinite sur billes de 
20 nickel, et ont ete analysees par Western blot avec Panticorps 1 . 

Les resultats sont present6s sur la Figure 5. 
Legende de la Figure 5 : 

La Figure 5 A represente une coloration au Bleu de Coomassie d'un 
gel d'electrophorese obtenu a partir d'extraits proteiques d y E. Coli contenant PADNc 
25 de PIMT-1, PIMT-2 ou pas d'ADNc (T-) dans le vecteur d'expression pDestl7. Les 
fleches indiquent la presence de la prot6ine PIMT d'Arabidopsis ihaliana. 

La Figure 5B represente un Western blot realise avec Panticorps 1 
sur les prot&nes PIMT-1 et PIMT-2 purifiees a partir des extraits presentes a la Figure 
6A. 

30 Ces resultats montrent que Panticorps 1 permet de reveler 

specifiquement la proteine PIMT-1 d'Arabidopsis thaliana. 

EXEMPLE 4 : DETERMINATION PAR TRANSFERT DE WESTERN DE LA 
TENEUR EN PROTEINE IAMT DANS LES GRAINES SECHES D 9 A. 
THALIANA, ET DE SON EVOLUTION AU COURS DU VIELLISSEMENT. 

35 Les anticorps anti-IAMT generes, comme decrit a PExemple 3 ci- 

dessus, contre le peptide 1 (anticorps 1) ont ete utilises pour determiner la teneur en 
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proteine L-isoaspartyl methyltransferase de graines seches d'Arabidopsis thaliana de 
type sauvage et de type mutant fraichement recoltSes ou vieillies pendant 2, 6 et 9 
semaines corame decrit a l'Exemple 2 ci-dessus. 

Extraction des proteines des graines : 

5 Les graines sont broySes dans Pazote liquide jusqu'a l'obtention 

d'une fine poudre. La poudre est transferee au tiers d'un tube EPPENDORF de 2 ml 
complete avec du tampon de LAEMMLI 2X (LAEMMLI U.K., Nature, 1970, 227: 
680) prealablement chauffe a 100°C. Les echantillons sont incubes a 100°C durant 5 
minutes avant d'etre centrifuges a 4°C (6000g, 5 minutes). Le surnageant est r6cupere, 

10 aliquote et conserve a - 20°C. Prealablement a 1 'utilisation, 100 \x\ de surnageant sont 
precipites dans un volume equivalent d'acide trichloracetique a 20% (13000 rpm, 5 
minutes). Le culot est lave avec 200 \i\ d'acetone 80%, seche et repris dans 1 ml de 
soude 0.2N. La concentration est determinee par mesure de Pabsorbance a 595 nm du 
complexe proteine-reactif de Bradford (Bio-Rad). La serum albumine bovine est 

1 5 utilisee pour obtenir une courbe etalon. 

Transfert de Western : 

L'electrophorese des proteines (10 fig) est conduite en conditions 
d6naturantes (SDS 0.1%) sur un gel de polyacrylamide (12%) conformement a 
LAEMMLI {Nature, 1970, 227: 680). Le transfert semi-sec est effectue sur une 
20 membrane de nylon de type HYBOND C (AMERSHAM) sous un courant de 20V 
pendant 50 minutes. La membrane est ensuite incub6e 40 minutes dans une solution 
de PBS-T (NaCl, 1,4 M; KC1, 27 mM; Na 2 HP0 4 , 81 mM; KH 2 P0 4 , 150 mM; 
Tween® 20, 0,001%) a laquelle est ajout6 du lait en poudre (5%) afin de saturer les 
sites non specifiques. 

25 L'anticorps primaire anti-IAMT est ajoute (dilution l/SOOO* 1156 ) et 

Tincubation est realis^e pendant la nuit h 4°C sous agitation. Apres 3 lavages de 10 
minutes avec du PBS-Tween, la membrane est incubee avec du PBS-Tween® + lait 
additionne de l'anticorps secondaire anti-Ig G de lapin couple a la peroxydase (Bio- 
Rad), durant 2 heures a temperature ambiante sous agitation. La membrane est a 

30 nouveau lavee 2 fois avec du PBS-Tween. La revelation est effectuee par 
chimioluminescence, en utilisant le kit COVALIGHT, dans les conditions prSconisees 
par le fabricant (CovalAb). Apres 1 minute, la membrane est transferee sous un film 
autoradiographique et-exposee 30 minutes. 

Les resultats sont illustres par la Figure 6. 

35 Legende de la Figure 6 : graines A'Arabidopsis thaliana sauvage (WT) ; graines du 
mutant atpcmLT (MT) ; 2, 6, ou 9 en indice : graines vieillies 2, 6 ou 9 semaines. 



WO 2005/054499 



14 



PCT/FR2004/003042 



Dans tons les cas, une seule bande est observee. La proteine 
reconnue correspond a la taille attendue pour 1' enzyme PIMT-1, ce qui montre la 
specificity de l'anticorps 1 pour cette enzyme dans la graine seche. 

On observe chez les graines de type sauvage, une diminution de la 
quantite de proteine L-isoaspartyl methyltransferase, qui se manifeste des 2 semaines 
de vieillissement accel&re, et qui se poursuit jusqu'a la fin de 1' experimentation. Au 
contraire, dans les graines du mutant atpcml.r on observe une augmentation de la 
quantity d'enzyme au cours du vieillissement. 

Cette observation corrobore les resultats rapportes a l'Exemple 1, 
montrant Taccumulation du transcrit specifiques du gene PIMT-1 dans les graines 
seches du mutant atpcml.r, et peut etre correlee avec la meilleure vigueur 
germinative du mutant atpcml.r apres vieillissement accelere rapportee a l'Exemple 
2. 

Ces donnees apportent la preuve gen6tique que T accumulation de la 
proteine PIMT-1 est associee a une meilleur longevite de la semence, et indiquent que 
la proteine L-isoaspartyl methyltransferase constitue un marqueur interessant de 
revolution de la vigueur germinative d'un lot de semences au cours du stockage. 
EXEMPLE 5: UTILISATION DE L'ANTICORPS ANTI-IAMT POUR 
DETERMINER L 'APTITUDE A LA CONSERVATION DE SEMENCES DE 
MAIS, DE COLZA, DE TOMATE ET DE HARICOT. 

Des experimentations compl&nentaires ont ete effectuees afin de 
verifier si Tanticorps obtenu contre la L-isoaspartyl methyltransferase d'Arabidopsis 
thaliana reconnaissait egalement les enzymes orthologues d'autres especes vegetales, 
et si TIAMT constituait egalement chez ces especes un marqueur de Paptitude a la 
germination. 

Plusieurs especes d'interet agronomique ont ete choisies pour ces 
experimentations afin d'explorer un spectre large de plantes cultivees : le mais est xm 
representant des monocotyledones et chez les dicotyledones le haricot est une 
legumineuses, le colza une crucifere et la tomate une solanacee. 

Le vieillissement accel&re est realisee par incubation a une 
temperature donnee apres avoir equilibre les graines a une tenexir en eau souhaitSe (16 
a 17% generalement). 

Les graines sont d'abord sur-s6chees a 20% HR (~ 28°C) en etuve 
ventilee. Pour determiner la teneur en eau, 10 g de graines sont grossierement broyes 
et peses avant d'etre chaufFes a sec (130°C, 1 heure). La poudre de graines est 
refroidie sous vide et repesSe 0a precision est au dix millieme de gramme). On peut 
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ensuite estimer la teneur en eau initiate des graines apres sur-sechage selon la 
fonnule : 

Mi = masse de graines avant chauflage 
- 1 " f — = TE . M f = masse de graines apr&s chauffage 

Mj TEi = teneur en eau initiate 

Aftn de determiner la masse d'eau a ajouter a une masse de graines 
connue pour fixer sa teneur en eau a la valeur souhaitee, on utilise la formule 
suivante : 

\a rru -re \ TEi = teneur en e au initiate 

Mi(TEi ~ TEf) = ^ TEf= teneur en eau finale 

TEf - 1 ^ M] = masse de graines 

M 2 = masse d'eau finale 

Les graines sont placees dans un recipient etanche contenant le 
volume d'eau calcule. L'imbibition est realisee pendant 3 jours sous agitation. 
Vieillissement chez le haricot : 

2 lots de semences de haricot (recoltes 2000 = lot 178 et 2001 = lot 
197) sont equilibr6s a 16% de teneur en eau et places en bocaux hermetiques a 40°C. 
Un echantillon est pr^leve au bout de 3, 7, 1 1 et 14 jours de vieillissement et un test de 
germination est effectu6 sur 50 graines. 

Les r6sultats sont illustres par la Figure 7A. 
Legende de la Figure 7 A : Faculte germinative, exprimee pour 100 graines, en 
fonction de la duree de la degradation controlee. 

0: lot 197 

■ : lot 178 

Ces resultats montrent que les 2 lots ne se comportent pas de la meme maniere dans 
des conditions semblables de degradation puisque le lot 178 (rScolte de 2000) atteint 
45% de germination au terme de 3 jours de vieillissement alors que ce pourcentage de 
germination est atteint en 9 jours pour le lot 197 (recolte de 2001). 

Les proteines issues des graines seches de haricot, provenant des 
recoltes de 2000 et de 2001, ainsi que des graines vieillies artificiellement a partir de 
ces 2 recoltes, ont egalement ete caracterisees en Western blot a I'aide de 
Panticorps 1. 

Les resultats sont illustres par la Figure 7B. 
Legende de la Figure 7B : 178 (recolte de 2000) ; 197 (recolte de 2001) ; (T3), (T7), 
(Tl 1) jours : 3, 7, et 1 1 jours de vieillissement. 
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L'anticorps 1 met en evidence 2 on 3 prot&nes d'une taille 
d'environ 46 kDa. On observe que le lot 197, qui presente une meilleure aptitude a la 
conservation en vieillissement accelere que le lot 178, contient une plus importante 
quantite de proteines reconnues par l'anticorps 1. En vieillissement acceldre, le lot 197 
(recolte 2001) montre une baisse de la concentration de cet ensemble de proteines 
pour les temps de vieillissement qui precede la perte de viabilite. Le lot 178 (recolte 
2000), dont la capacite germinative a chute des le 3*"° jour de vieillissement, ne 
presente pas de diminution sensible de la quantite de proteines reconnues par 
l'anticorps 1. 

Vieillissement chez le colza : 

Le lot de semence (colza Ontario, recolte 2002) est soumis a un 
traitement de vieillissement acc616re dans les conditions dScrites ci-dessus sur le 
haricot. Les 6chantillons sont pr61eves de la meme maniere aux memes temps de 
vieillissement et les facultes germinatives (FG) des differents echantillons sont 
illustr6es a la Figure 8A. 
Legende de la Figure 8A : 

Faculte germinative (FG), exprimee pour 100 graines, en fonction de la dur6e 
vieillissement. Les semences matures seches d'une recolte de 2002 ont une faculte 
germinative de 92 % en 2003, et la faculte germinative de ces graines diminue h 91%, 
74%, 3%, et 0% au cours des temps TO, Tl, T2 et T3 du traitement de vieillissement 
respectivement. 

Les proteines issues des graines seches de colza, provenant de la 
recolte de 2002, ainsi que des graines vieillies artificiellement ont 6galement 6te 
caracterisees en Western blot a l'aide de l'anticorps 1 . 

Les resultats sont illustres par la Figure 8B. 
Legende de la Figure 8B : 

L'anticorps 1 met en evidence 1 proteine d'une taille d'environ 32 kDa. On observe 
que le lot de graines n'ayant pas subi de traitement de vieillissement, qui presente une 
meilleure faculte germinative, contient une plus importante quantite de prot&nes 
reconnues par l'anticorps 1. Au cours des temps T0,T1, T2 et T3 de vieillissement 
accelere, ce lot montre une baisse de la concentration de cette de proteines qui est 
proportionnelle a la baisse de faculte germinative representee a la Figure 8A. 
Vieillissement chez la tomate. 

Deux lots de semences de tomate (variete PicNic) d'annees de 
recoltes differentes (1994 et 2000) ont ete analyses en 2003 pour leur faculte 
germinatives (illustree Figure 9A). Ces 2 lots de semences ont done subi un 
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vieillissement de 9 ans et de 3 ans respectivement dans des conditions de conservation 
bptimales telles que celles utilisees par les semenciers classiquement. 
Legende de la Figure 9A : 

Faculte germinative (FG) en 2003, exprimee pour 100 graines, en fonction de 1'annee 
5 de recolte (1994 et 2000). Les lots de semence recoltes en 1994 et en 2000 ont une 
faculte germinative de 89% et 96% respectivement. 

Les proteines issues des graines seches de tomate, provenant de ces 
2 ann6es de recolte de 2002, ont 6galement ete caracterisdes en 2003 en Western blot a 
l'aide de l'anticorps 1 . 
10 Les resultats sont illustres par la Figure 9B. 

Legende de la Figure 9B : 

L'anticorps 1 met en Evidence 3 ou 4 proteines d'une taille d'environ 24 KDa, 40 kDa 
et 52 KDa. On observe que le lot recolte en 2000, qui presente une meilleure FG, 
contient une plus importante quantite de protdines reconnues par l'anticorps 1 . 

1 5 Vieillissement chez le maYs : 

Les facultes germinatives de lots de semences issues de differentes 
annees de recoltes (1996, 1999, 2000, 2001) ont ete analyses en 2002. 

Les resultats de cette analyse sont illustres sur la Figure 10A. 
Legende de la Figure 10A : 
20 Faculte germinative (FG) en 2002, exprimee pour 100 graines, en fonction de 1'annee 
de recolte (1996, 1999, 2000 et 2001). Dans les conditions de conservation classique, 
les lots de semences de mais recoltes en 2001 et 2000 germent a 100 %, le lot de 
semences recolte en 1999 germe a 96 % et le lot de semences recolte en 1996 germe a 
75 %. 

25 Afin de realiser la degradation controlee du mais, la teneur en eau de 

la graine est fixee a 17%. Le vieillissement est conduit a 45°C. Un echantillon est 

preleve au bout de 1, 3 et 5 jours de vieillissement et un test de germination est 

effectue sur 200 graines. 

Dans ces conditions, on obtient une incapacity totale a germer en 5 
30 jours, comme le montre la Figure 10B. 

Legende de la Figure 10B : Pourcentage de germination en fonction de la duree de la 

degradation contr61ee. 

Les proteines des graines seches issues des recoltes de 1996, 1999, 

2000, et 2001, ainsi que celles de graines recoltees en 2001 et vieillies artificiellement, 
35 ont 6t6 extraites en 2003 et analysees en transfert de Western en utilisant Tanticorps 1 

et l'anticorps dirige contre le peptide 2 (anticorps 2) comme decrit a TExemple 4 ci- 
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dessus. Les resultats apparaissent sur la Figure IOC (pour Panticorps 1) et 10D (pour 
Panticorps 2). 

L6gende des Figures IOC et 10D : 96, 99, 00, 01 : annee de r6colte ; (Tl), (T3), (T5) 
jours : 1, 3, et 5 jours de vieillissement. 
5 Dans la Figure IOC aucun signal n'est detecte avec Panticorps 1 sur 

les extraits prot&que de mals, compares aux signaux obtenus sur Pextrait prot&que de 
haricot utilise comme tdmoins. Ce resultat indique que Panticorps 1 ne permet pas de 
detecter la proteine PIMT chez le mai's. Un meme resultat (non montre ici) a ete 
obtenu chez d'autres monocotyledones telles que le ble et Poignon. L'anticorps 1 

10 montre une specificite vis h vis des dicotyledones. 

L'utilisation de Panticorps 2 (Figure 10D) permet par contre de 
d&ecter 2 prolines de poids moleculaires 40 kDa et 55 kDa chez le mais. Ces 
prolines ne sont pas d6tectables dans les graines recoltees en 1996, pour lesquelles le 
pourcentage de germination, mesure parallelement, est de 75%. La teneur en prot&ne 

15 de 40 kDa est maximale dans les graines issues de la recolte de 2001, puis elle decroit 
ensuite avec Page de la rScolte. Dans les grains de 1999, elle est a peine detectable, 
alors que le pourcentage de germination de ces graines, est encore de 96%. La teneur 
en proteine de 55 kDa demeure au contraire relativement stable entre les recoltes de 
1999 et de 2001. 

20 En vieillissement accelere, la quantite de proteine de 55 kDa 

demeure stable pendant le premier jour de vieillissement acc61er6, puis elle n'est plus 
detectable. La prot&ne de 40 kDa n'est plus detectable des le premier jour de 
vieillissement acc61ere. Les memes observations (resultats non montres) ont ete faites 
chez le ble et Poignon). 

25 H apparait done que la disparition des prolines de 40 et 55 kDa 

reconnues par les anticorps anti-IAMT precede le declin de la capacity germinative. 
Ces proteines, et notamment la proteine de 40 kDa, sont done utilisables en tant que 
marqueur prddictif de vieillissement du grain. Cet analyse montre egalement que 
Panticorps 2 permet de suivre Involution de cette proteine aussi chez les 

30 monocotyledones alors que Panticorps 1 semble lui plus sp6cifique des dicotyledones. 

Ces resultats montrent que des anticorps anti-IAMT conformes a 
l'invention permettent de mettre en evidence des differences d' aptitude a la 
conservation entre lots de semences, aussi bien dans des conditions de conservation 
naturelle, telles que celles utilisees par les semenciers, qu'en situation de deterioration 

35 contrdlee. 
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REVENDICATIONS 

1) Precede de determination de la vigueur germinative et/ou de 
Paptitude d'un lot de semences k la conservation, caracterise en ce qu'il comprend la 
quantification sur un echantillon de semences preleve sur ledit lot, des proteines 

5 reconnues par des anticorps anti-L-isoaspartyl methyltransferase diriges contre une 
region de ladite proteine definie par la sequence (I) : RYVPLTSRX!X 2 QLX 3 (SEQ ID 
NO : 1), dans laquelle X Y represente E, V on S, X 2 represente A ou E, X 3 represente R, 
Gou Q. 

2) Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que la 
10 quantification de la L-isoaspartyl methyltransferase est effectuee a 1'aide d'un 

anticorps anti-L-isoaspartyl methyltransferase choisi parmi : 

- un anticorps anti-L-isoaspartyl methyltransferase dirige contre une 
region de ladite proteine definie par la sequence (I) ; 

- un anticorps anti-L-isoaspartyl methyltransferase dirige contre une 
15 region de ladite proteine definie par la sequence (II) : 

QX4LX5VX6DKX7X8DGSX9X10X11 (SEQ ID NO : 2), dans laquelle X4 represente D 
ou E, X 5 represente Q ou K, X 6 represente V ou I, X 7 represente N ou S, X 8 represente 
S, E, ou A, X 9 represente soit un dipeptide choisi parmi IS, VS, VT, et TS, soit une 
liaison peptidique, Xio represente I ou V, Xn represente K, Q ou R. 
20 3) Precede selon la revendication 2, caracterise en ce que Ton met 

en oeuvre un anticorps anti-L-isoaspartyl methyltransferase choisi parmi : 

- un anticorps dirige contre un peptide de sequence 
QDLQWDKNSDGSVSIK (SEQ ID NO : 3) ; 

- un anticorps dirige contre un peptide de sequence 
25 RYVPLTSREAQLR (SEQ ID NO : 5) . 

4) Anticorps anti-L-isoaspartyl methyltransferase, tel que defini dans 
une quelconque des revendi cations 2 ou 3. 

5) Precede de quantification de la L-isoaspartyl methyltransferase 
dans du materiel vegetal, caracterise en ce qu'il comprend la mise en contact dudit 

30 materiel avec un anticorps anti-L-isoaspartyl methyltransferase selon la revendication 
4. 

6) Utilisation d'un anticorps anti-L-isoaspartyl methyltransferase 
selon la revendication 4 pour determiner la vigueur germinative et/ou l'aptitude a la 
conservation d'un lot de semences. 
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<160> 17 



<170> Patentln version 3.1 



<210> 1 

<211> 13 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> Sequence consensus L-isoaspartyl methyltransf erases vegetales 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (9) . . (9) 

<223> X= E, V ou S 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (10) . . (10) 

<223> X= A ou E 



<220> 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (13) . . (13) 

<223> X= R, G ou Q 



<400> 1 

Arg Tyr Val Pro Leu Thr Ser Arg Xaa Xaa Gin Leu Xaa 
15 10 



<210> 2 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> Sequence consensus L-isoaspartyl methyltransf erases vegetales 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (2).. (2) 

<223> X= D ou E 
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<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



MI S COFEATURE 
(4) (4) 
X= Q ou K 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



MIS COFEATURE 
(6) . . (6) 
X= V ou I 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



MI S COFEATURE 
(9) - - (9) 
X= N ou S 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



MISC_FEATURE 
(10) . . (10) 
X= S, E ou A 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



MISC_FEATURE 
(14) . . (14) 

X= IS, VS, VT, TS ou une liaison peptidique 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



MISCJFEATURE 
(15) . . (15) 
X= I ou V 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



MI S COFEATURE 
(16) . . (16) 
X= K, Q ou R 



<400> 2 

Gin Xaa Leu Xaa Val Xaa Asp Lys Xaa Xaa Asp Gly Ser Xaa Xaa Xaa 
15 10 15 



<210> 3 
<211> 17 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 3 

Gin Asp Leu Gin Val Val Asp Lys Asn Ser Asp Gly Ser Val Ser lie 
15 10 15 



Lys 



<210> 
<211> 
<212> 



4 

15 
PRT 



<213> Arabidopsis thaliana 



<400> 4 

Gin Glu Leu Lys Val lie Asp Lys Asn Glu Asp Gly Ser He Lys 
1 5 10 15 
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<210> 


5 


<211> 


13 


<212> 


PRT 


<213> 


Arabidopsis thaliana 


<400> 


5 


Arg Tyr Val Pro Leu Thr Ser 


1 


5 


<210> 


6 


<211> 


13 


<212> 


PRT 


<213> 


Arabidopsis thaliana 


<400> 


6 


Arg Tyr Val Pro Leu Thr Ser 


1 


5 


<210> 


7 


<211> 


13 


<212> 


PRT 


<213> 


Arabidopsis thaliana 


<400> 


7 


Arg Tyr Val Pro Leu Thr Ser 


1 


5 


<210> 


8 


<211> 


17 


<212> 


PRT 


<213> 


Arabidopsis thaliana 


<400> 


8 


Gin Asp Leu Gin Val lie Asp 


1 


5 


Arg 





10 



10 



10 



10 15 



<210> 9 
<211> 17 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 9 

Gin Glu Leu Gin Val Val Asp Lys Asn Ala Asp Gly Ser Val Thr Val 
15 10 15 

Gin 



<210> 10 
<211> 8 
<212> PRT 
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<213> Arabidopsis thaliana 



<400> 10 

Arg Tyr Val Pro Leu Thr Ser Arg 
1 5 



<210> 11 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 11 

Arg Tyr Val Pro Leu Thr Ser Arg Glu Ala Gin Leu 
15 10 



<210> 12 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 12 

Arg Tyr Val Pro Leu Thr Ser Arg Glu Ala Gin Leu Arg Gly Asp 
15 10 15 



<210> 13 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 13 

gctatggagg ctgtggatag agg 



<210> 14 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 14 

tcagtcccct ctcagctgcg c 



<210> 15 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 15 

ggaccgggta cttaactgct t 



<210> 16 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Arabidopsis 



thaliana 



<400> 16 

ttggcggcac ccttagctgg atca 



24 
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<210> 17 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 



<400> 17 

atgccccagg acatcgtgat ttcat 



25 
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